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研究成果の概要（和文）：頚椎後縦靭帯骨化症（頚椎OPLL）のGWASで同定された疾患修飾候補遺伝子のひとつで
あるRSPO2のOPLL発症および伸展における機能解明を目指して研究を行った。手術で採取したOPLL疾患群の靭帯
サンプルでの発現解析や実際の骨化標本での発現解析や各種細胞を用いた機能解析からRSPO2の機能亢進がOPLL
の発症や伸展に関与しているという証左をえた。RSPO2を過剰発現するトラスジェニックマウスを作出するとこ
ろまでいたったため、引き続きの研究でマウスを用いた実証実験を行う予定である。

研究成果の概要（英文）：We herein demonstrated that RSPO2, one of the activators of the canonical 
Wnt signaling, is highly expressed in posterior longitudinal ligament, and also  RSPO2 promotes 
osteogenic differentiation of the mesenchymal stem cells. These results revealed that 
gain-of-function of RSPO2 is associated with the on-set or progression of ossification of posterior 
longitudinal ligament (OPLL). Our results suggests that RSPO2 can be the therapeutic target of OPLL 
in the future.

研究分野：脊椎外科
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
頚椎OPLLは日本を含めた東南アジア圏に多いことが知られており、いったん有症状化すると脊髄麻痺に起因する
強いADL障害を来すことからその克服は喫緊の国家的課題である。本研究によりRSPO2が将来的な頚椎OPLLの分子
標的治療薬のターゲットとなりうることが示された。OPLLに対する創薬はいまだ実現しておらず進行時に外科的
治療しかないのが現状で、予防的治療は皆無に等しい。本研究はその点で新たな進行予防薬の創薬につながる可
能性があり、非常に有意義なものであるといえる。



様 式 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通） 
１．研究開始当初の背景 
  後縦靱帯骨化症(Ossification of Posterior Longitudinal Ligament: OPLL)は脊柱管内の
後縦靭帯が骨化し、その骨化巣が徐々に増大して脊髄を圧排することで進行性の脊髄麻痺
による四肢麻痺や対麻痺を呈する疾患である。本邦での罹患頻度が高いこと、また 30 歳
台などの比較的若年から進行性の重篤な脊髄症状を呈する症例がいること、本疾患の 30％
程度が経過中に脊髄症状を呈し手術加療を要すること、などから本邦では厚生労働省の指
定する難治性疾患克服研究事業の対象疾患となっており、本疾患の克服は喫緊の課題であ
ると言えるが、本疾患の発症にいたる分子生物学的なメカニズムはまったく明らかになっ
ておらず、その根治的な治療法は足がかりさえつかめていない。2014年に本疾患における
本邦発の多施設研究によるゲノムワイド関連解析（GWAS）が行われ、ようやく本疾患の
発症に関与する複数の遺伝子候補が明らかとなったところであった。1) 

 
２．研究の目的 
上述の GWASによって明らかとなった複数の OPLLの疾患修飾候補遺伝子のうち、骨
形成に重要な機能を有することが知られているWntシグナルの活性化因子であるRSPO2
に着目し、RSPO2 が後縦靭帯骨化症の発症および進行に関与する分子メカニズムを明ら
かにし、最終的に後縦靭帯骨化症に対する根治的な治療標的を同定することを目的として
本研究を開始した。 

 
３．研究の方法 
本研究は以下のサブテーマにわけて実験・解析を行った。 
①SNP rs374810の機能解析 

RSPO2のプロモーター解析（rs374810 A/G の違いによるルシフェラーゼ活性の検討） 
②RSPO2の発現解析 
②-1.組織パネルにおける RSPO2発現解析 
 ②-2. ヒト疾患サンプルを用いた詳細な発現解析 
③RSPO2の分子生物学的機能解析および OPLL発症における機能の解明 
 ③-1. in vitroでの gain-of-functionおよび loss-of-functionの検討 
  ③-2. RSPO2トランスジェニックマウスの作成 
 
４．研究成果 
本研究において下記の結果をえた。上記の各サブテーマごとにわけて成果を報告する。 
① SNP rs374810の機能解析 

GWASによって得られた疾患関連 SNPである SNP rs374810は RSPO2の転写開始点
1kb 程度上流に位置し、RSPO2 遺伝子のプロモーター領域に存在するため本 SNP が
RSPO2の発現そのものに直接関与している可能性を考え、本 SNPを含む RSPO2のプロ
モーター領域をクローニングし、１塩基置換を行うことでリスクアレルと非リスクアレル
におけるルシフェラーゼ活性を解析した。軟骨系細胞での解析においてリスクアレルにお
いてルシフェラーゼ活性が高いことが確認され、リスクアレルにおいて RSPO2 の発現が
亢進する可能性が示唆された。 
 
② -1.組織パネルにおける RSPO2発現解析 
ラット・マウス組織パネルを独自に作成し、RSPO2 の発現解析を行ったところ、黄色
靭帯や後縦靭帯などの脊椎周囲靭帯で RSPO2が高発現していることが確認された。 
 
② -2. ヒト疾患サンプルを用いた詳細な発現解析 
ヒト頚椎 OPLL 群とヒト頚髄症群の手術で得られた黄色靭帯サンプルでの発現比較に
おいて OPLL群で RSPO2の発現が有意に高いことを見出した。また頚椎 OPLLの術中サ
ンプルを用いた免疫染色において、OPLL の骨化前線部の靭帯‐骨化層移行部において
RSPO2が限局して高発現していることが確認された。 
以上の結果から RSPO2 が Wnt 経路活性化因子として報告されていることとあわせて

RSPO2の gain-of-functionが OPLLの発症や伸展に関与していると考えた。 
 
③ -1. in vitroでの gain-of-functionおよび loss-of-functionの検討 
以上の結果から RSPO2 の gain-of-function の系を中心に解析することとした。まず手
術で得た黄色靭帯からCD90陽性の間葉系幹細胞とCD90陰性の靭帯細胞をフローサイト
メーターを用いて分離培養する系を確立した。続いて同系にて得られた CD90陽性の靭帯
内間葉系幹細胞群に RSPO2 を添加することで実際に骨芽細胞分化が誘導されることを確
認した。一方、CD90陰性の靭帯細胞群では RSPO2の発現そのものは高いものの、RSPO2
添加による骨芽細胞分化は見られなかった。以上のことから OPLLでは成熟靭帯細胞が分
泌する RSPO2 が靭帯細胞内の間葉系幹細胞に作用することで靭帯内の骨化が誘導されて
いると考えられた。 
また OPLLはメカニカルストレスのかかる部位で進展悪化し、制動すると進展が停止も



しくは小康することが知られているが、実際に靭帯細胞系のセルラインとして知られる
TT-D6に in vitroで伸展ストレスのメカニカルストレスをかけることで RSPO2の発現が
上昇することも確認でき、靭帯内では靭帯にメカニカルストレスがかかることで靭帯細胞
での RSPO2の発現・分泌上昇が亢進している可能性が示唆された。 
 
③ -2. RSPO2トランスジェニックマウスの作成 
最後にRSPO2のCre誘導性トランスジェニックマウスを作出し、解析を行った。RSPO2
が Cre発現下に過剰発現することが確認され、トランスジェニックマウスとして正常に動
作していることまで確認された。CAG-creマウスや Scx-creマウスを交配することで実際
に靭帯骨化症が誘導できるかを検討したが現時点では、靭帯骨化が確認されるには至って
おらず現在も交配と解析を継続しているところである。 
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